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ABSTRACT 
Background and Objectives：In cystic fibrosis, chronic bronchitis, and asthma, the mucociliary mechanism is impaired when 
mucin is produced excessively. The mRNA encoding MUC8 has been shown to be the major up-regulated mucin under 
inflammatory condition and is likely to contribute to the airway mucus plugging characteristic of these diseases. The aim of this 
study is to determine the intracellular signaling pathway directly involved in the MUC8 regulation following inflammatory 
mediator treatments. Materials and Method：Passage-2 normal human airway epithelial cells were used in all experiments. 
Inflammatory signal-induced MAP kinase activity was measured by Western blot analysis using phosphospecific anti-active 
MAP kinase antibodies. Inflammatory signal-induced MUC8 expression was measured in the absence or presence of 
SB203580 by the semi-quantative RT-PCR. Results：Inflammatory stimuli such as LPS, TNF-α, and IL-1β activated the 
p38 MAP kinase and subsequently up-regulated the MUC8 expression. Interestingly, the TNF-α or IL-1β- inducibility of the 
MUC8 gene expression was greatly enhanced by specific inhibition of the p38 MAP kinase by using SB 203580. 
Conclusion：These results suggest that the intracellular p38 MAP kinase activity is a negative regulator for the MUC8 up-
regulation in human nasal epithelial cells following inflammatory stimuli. (Korean J Otolaryngol 2000;43:719-23)  
 




서     론 
 
기도 점액층은 기도 표피 세포의 물리적인 보호와 먼지, 
세균, 바이러스 등을 흡착시켜서 mucociliary clearance를 
하는 역할을 하고 있다.1) 천식이나 만성 기관지염, 섬유성
낭종 같은 만성 기도 염증 질환에서는 점액물질 발현 세포
의 변화를 동반하며 이는 점액성 물질의 과분비를 초래하
는 것으로 알려져 있다.2-5) 점액성 물질의 과분비는 기도
의 물리적인 장애를 초래하며 그로 인한 mucociliary cle-
arance 역할을 효과적으로 하지 못하면서 이차적인 만성 
감염을 유발한다. 이와 같이 인체 기도의 많은 만성 염증 
질환들의 주 병적 소견은 점액성 분비물의 과분비(hyper-
secretion)이다.6)7) 점액성 분비물의 과분비는 분비물의 대
다수를 차지하는 당단백질인 점액의 과분비를 의미한다.8) 
그러므로 만성 기도 질환에서의 감염에 의한 점액 유전자
의 전사조절은 새로운 치료법의 개발에 가장 중요한 위치
를 차지하고 있다. 최근 많은 연구자들이 감염에 의한 점액 
유전자들의 발현 조절에 관심을 가지고 연구가 진행되고 
있다.9-17) 그러나 점액 유전자는 지금까지 12개가 밝혀져 
있으며 그들의 유전자가 각기 다른 조절을 받으며 다른 생
리학적 역할을 수행하는 것으로 보여서 연구의 진행을 어
렵게 하고 있다. 저자들은 많은 점액 중에서 감염에 의해 
유전자 발현 증가를 보이는 점액 유전자가 질환에 관여하
는 병적 점액(pathological mucin)이라는 논리적인 가설 
하에 다양한 염증 매개체에 의한 점액 유전자들의 발현을 
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살펴본 결과 mucin gene 8(MUC8) 유전자가 염증 매개물
질들에 의해서 가장 뚜렷하게 증가를 보이는 유전자임을 
밝힌 바 있다.18)19) MUC8 유전자는 아직 cDNA 그리고 
유전자가 클로닝 되지 않았으며 전사조절에 대한 생화학적, 
분자 생물학적 특성에 대해서 알려져 있지 않은 실정이다. 
모든 세포들은 세포외의 특정 신호를 인지하고 특정 전
사 인자를 활성화하여 특정 유전자의 발현을 증가 또는 
감소시키는 전사 조절을 한다. 특히 mitogen-activated 
protein(MAP) kinase family는 세포내의 신호 전달 매개
체로서 핵심적인 단백질이며 인체에서의 다양한 염증 반응, 
사멸, 세포 분화, 성장 등의 세포외 신호에 반응하여 활성
화되어 전사인자를 활성화 시켜 필요한 유전자들의 전사를 
조절한다.20) MAP kinase family는 extracellular signal 
regulated kinase(ERK), c-jun NH2 terminal kinase 
(JNK)/stress-activated protein kinase(SAPK) 그리고 
p38 MAP kinase 등 3가지 subfamily가 알려져 있다. 이
들의 역할은 각각 다른 신호에 의해 공통적 또는 독자적으
로 조절되며 세포의 종류에 따라서도 각기 다른 조절 양상
을 보이는 복잡한 체계이다. ERK의 경우는 세포의 성장과 
밀접한 관계를 보이고 있으며 많은 세포 성장 인자에 의해
서 조절 받고 있으며 과발현 또는 과활성될 경우 세포의 
암을 유발하는 원인이 된다.21) JNK/SAPK와 p38 MAP 
kinase의 경우는 대부분의 염증 반응, 세포 스트레스 신호, 
세포 사멸 신호 등과 밀접한 관계가 있다.22) 이와 같은 
MAP kinase와 점액유전자 조절과의 상관관계에 대한 보
고는 전무한 상태이지만, 최근의 보고에 따르면 oxidative 
stress에 의한 epidermal growth factor receptor의 활성
은 ERK의 활성으로 이어지며 이와 같은 일련의 신호 전달 
과정은 MUC5AC의 전사를 유도한다는 보고가 있다.10) 또
한 섬유성 낭종에서 Pseudomonas aeruginosa에 의한 
MUC2 의 발현 유도에도 ERK가 관여한다는 보고가 있
다.13) 하지만 비용 상피세포에서 과발현 양상을 보이는 
MUC8에 대한 신호 전달 연구는 아직까지 보고되고 있지 
않다. 본 실험에서는 염증 매개물질들에의한 MUC8 유전
자의 전사 증가가 어떤 subfamily의 MAP kinase 신호 전
달을 경유해서 이루어지는 지를 밝히고자 하였다. 
 
재료 및 방법 
 
세포 배양법 
인체 정상 코점막 상피세포는 반투막성 막(Transwell-
clear Costar Corp. Cambridge, MA, USA)에서 air-liq-
uid interface(ALI) 배양법을 사용하였으며 사용한 배양액
은 bronchial epithelial growth media(Clontics Corp. 
San Diego, CA, USA)와 Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium(DMEM, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) 
1：1 혼합액을 기본으로 호르몬과 각종 성장인자가 첨가
된 배양액을 사용하였다. 
 
MUC8 유전자의 전사량 조사 
MUC8 의 합성 유도를 위해서는 passage-2의 인체 정
상 코 점막 상피 세포 배양액에 LPS(μg/ml), IL-1β(10 
ng/ml), TNF-α(10 ng/ml)를 각각 처리한 후 24시간 후
에 total RNA를 TRiZol agent를 사용하여 추출한 다음 역
전사반응을 실시하여 single stranded cDNA를 얻었다.18) 
합성된 cDNA는 MUC8의 특이적 primer(sense：5’-
ACA GGG TTT CTC CTC ATT G-3’；antisense：
5’-CGT TTA TTC CAG CAC TGT TC-3’)로 증폭하
였다. 증폭에 사용된 cDNA의 양적인 보정을 위해서 β2 
microglo-bulin 유전자를 특이 primer(Sense：5’- GCT 
TAC ATG TCT CGA TCC CAC TTA A-3’；antise-
nse：5’-CTC GCG CTA CTC TCT CTT TCT GG-
3’)를 이용하여 증폭하였다.18) P38 MAP kinase 저해시의 
MUC8의 합성 유도를 살펴보기 위해서는 위와 동등한 
조건의 세포에 LPS, IL-1,β TNF-α를 처리하기 전에 
p38 MAP kinase의 특이적인 저해재인 SB 203580(40 
μM)을 4시간 처리 후 같은 방법으로 RT-PCR을 실시하
였다. 본 실험에서 사용한 SB 203580 농도는 세포에 영
향을 주지 않으며 특이적으로 p38 MAP kinase를 저해하
는 농도로 잘 알려져 있다.23) 
 
MAP kinase activity assay 
MAP kinase 활성 유도는 passage-2의 인체 정상 코 
점막 상피 세포 배양액에 LPS , IL-1β, TNF-α를 각각 
처리한 후 0, 15, 45분 후에 세포를 PBS로 세척한 후 
SDS-PAGE sample buffer로 용해하여 5분간 끊여서 준비
하였다. MAP kinase family의 활성도 측정은 활성화 때 인
산화 되는 잔기(ERK의 경우 Thr202/Tyr204 잔기, SAPK/ 
JNK의 경우는 Thr183/Tyr185 잔기 그리고 p38의경우는 Thr180 
/Tyr182) 에 특이적으로 반응하는 인산화 특이 항체(New 
England Biolab, Inc., Beverly, MA, USA)를 이용하여 측
정하였다. 이와 같은 활성화 form specific한 특이 항체를 
이용하는 활성도 측정 방법은 기존의 in vitro complex ki-
nase assay와 동일한 것으로 알려져 있다.22) sample간의 
양적 보정을 위하여 α-tubulin antibody를 사용하여 We-










결     과 
 
염증 매개체에 의한 MAP kinase 의 활성 
정상 기도 상피 세포에서 MUC8의 활성을 유도한다고 
알려져 있는 염증 매개 물질들에 의한 MAP kinase family
들의 활성을 알아보기 위하여 세포에 LPS, IL-1β, 
TNF-α로 각각 처리한 후 0, 15, 45분에 활성도를 측정
하였다(Fig. 1). 그 결과 염증 매개 물질에 의한 MAP ki-
nase family의 활성은 ERK의 경우 LPS, IL-1β, TNF-
α 에 의해서 각기 비슷한 정도로 활성됨을 알 수 있었으
며 자극 후 15분 후에 최고치를 이루며 점차 감소함을 알 
수 있었다. p38 MAP kinase의 경우는 매우 큰 폭으로 증
가하였다. 특이한 점은 LPS에 의해서는 적어도 이시간대
에는 매우 작은 양의 p38이 활성화 되며 반면에 TNF-α
에 의해서는 자극 후 15분 후에 매우 큰 폭으로 활성화되
어 그후 점차 감소함을 볼 수 있었다. IL-1β의 자극 실험
에는 TNF-α와 비슷하였으나 자극이 45분까지 지속됨을 
관찰할 수 있었다. SAPK/JNK 그룹의 MAP kinase는 전
혀 증가하지 않았다. 이와 같은 실험은 정상 기도 상피 세
포가 각기 다른 염증 매개 물질에 의해서 MAP kinase 
subgroup들이 각기 다르게 활성화된다는 것을 보여준다. 
특히 정상 코점막 상피세포에서의 p38 MAP kinase 는 염
증 매개체에 의해서 가장 큰 폭으로 활성화되는 kinase로
서 정상 기도 상피 세포에서의 염증 매개 신호 전달에 관
여할 가능성을 암시하고 있다. 
 
p38 MAP kinase가 MUC8 유전자의 전사유도에 미치는 
영향 
위의 실험에서 MUC8을 증가시킬 수 있는 염증 매개체인 
IL-1β나 TNF-α가 p38 MAP kinase를 큰 폭으로 활성
화하는 사실을 알 수 있었다. 그러면 IL-1β나 TNF-α에 
의한 p38 MAP kinase의 활성이 궁극적으로 MUC8의 발현 
조절에 어떤 영향을 미치는지를 알아보기 위하여 IL-1β나 
TNF-α에 의한 MUC8 mRNA의 증가를 정상조건과 p38 
MAP kinase의 활성을 저해하는 조건에서 RT-PCR로 조사
하여 보았다. 이 실험에는 MAP kinase family중에서 p38 
MAP kinase만을 특이적으로 저해하는 SB203580 이라는 
화학 물질를 사용하였다.23) 대조군에서는 SB203580을 용
해시키는데 사용된 DMSO를 같은 양 처리하여 실험에 이
용하였다. 실험 결과 정상조건(DMSO만 전처리한 조건)에
Fig. 1. Activation of MAP kinase family by various inflamma-
tory stimuli. Following treatment of LPS (5 μg/ml), TNF-α 
(10 ng/ml), and IL-1β (10 ng/ml), cells were harvested, and 
soluble fraction (100 μg/lane) was analyzed by Western bl-
ot analysis using phosphospecific anti-active form antibodies 
as described in“Materials and methods”. The data were 
representative of three separate experiments. Anti α-tub-
ulin antibody was used as a loading control. 
 
Fig. 2. Effects of SB203580 on TNF-α and IL-1β-induced
MUC8 gene expression. TNF-α and IL-1β-induced MUC8
gene expression was enhanced by specific inhibition of
p38 MAP kinase. Following treatment of TNF-α and IL-1β,
cells were subjected to total RNA extraction. In case of p38
MAP kinase inhibition, cells were pretreated for 4 hours in
the presence of SB203580 (40 μM). The cDNA was synthe-
sized and an aliquot was subsequently amplified using spe-
cific primer pairs for MUC8 gene. Constitutively expressed β2
microglobulin was also amplified as a control. The PCR products
were separated on ethidium bromide-agarose gel. The amo-
unts of PCR products were quantified by CSC-camera based
densitometry and are prepared as the MUC8 expression (first
and third panels) relative to constitutive β2 microglobulin gene
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서는 IL-1β나 TNF-α는 예상대로 MUC8의 전사를 일정
량 증가시키지만, 놀랍게도 SB203580이 전 처리된 실험에
서는 IL-1β나 TNF-α에 의한 MUC8 유전자의 전사 증
가가 현저히 늘어나는 것을 알 수 있었다(Fig. 2). 특이한 점
은 SB203580만 처리된 세포에서도 MUC8의 합성이 상당
하게 올라가는 것으로 관찰되어서 basal level의 p38 MAP 
kinase의 활성이 평상시 세포에서 MUC8의 합성을 저해하고 
있는 것으로 생각된다. 이 결과로 IL-1β나 TNF-α에 의
한 MUC8 유전자의 전사 증가에는 p38 MAP kinase의 활성
이 negative regulator라는 사실을 알 수 있었다. 
 
고     찰 
 
점액 단백질의 면역학적 역할은 기도에 침입하는 감염체
로부터의 물리적 방어 벽을 형성하는 것으로 알려져 있다. 
감염 시에는 점액단백질의 분비를 증가시킴으로써 기도 세
포를 보호하고 있다. 그러나 만성 감염시의 점액 단백질의 
과발현은 이차적 감염을 가중시키며 여러 기도 질환을 야
기한다.2-5) 이와 같이 점액유전자 발현의 조절 연구는 과
발현기전에 대한 이해는 물론 이를 이용한 치료적 응용에
도 매우 큰 의미가 있다. 특히 MUC8 유전자는 비용 상피
세포에서 과발현이 발견되고19) 배양된 정상 기도 상피 세
포에서 감염 매개체에 의해서 가장 많이 발현 조절을 받는 
점액 유전자이므로18) MUC8 유전자의 전사 조절 기전은 
질병에서의 점액 과발현을 이해할 수 있는 핵심이 된다고 
생각된다. 현재 저자들은 아직 알려져 있지 않은 점액유전
자의 분자적 클로닝을 실시하고 있으며 여기서 나오는 
MUC8 유전자의 전사 조절 요소들은 앞으로 점액 유전자
의 과발현에 의한 질병들을 근본적으로 이해하는데 큰 도
움이 될 것으로 생각된다. 본 실험에서는 면역 매개물질에 
의한 MUC8 유전자의 발현이 어떤 신호 전달 과정을 통하
여 조절되는가를 알아보기 위하여 먼저 염증 매개체에의한 
MAP kinase family의 활성도를 측정하였으며, 실험결과 
p38 MAP kinase가 정상 기도 상피세포에서 염증 매개체
에 의해서 가장 큰 폭으로 활성화됨을 알 수 있었다. 또한 
SB203580을 이용한 실험에서 IL-1β나 TNF-α에 의
한 MUC8 유전자의 전사 유도에는 p38 MAP kinase 활성
은 negative regulator로 작용한다는 사실을 알 수 있었다. 
이상의 결과로 MUC8 유전자의 전사 조절에 p38 MAP 
kinase가 관여한다는 것을 알 수 있다. MUC5AC의 경우
에는 epidermal growth factor receptor 가 관여한다고 
알려져 있으며 TGF-α 처리시에 MUC5AC의 발현을 증
가시키는 것으로 알려져 있다.11) 그러나 본 실험에서 사용
된 염증 매개물질인 TNF-α 단독에 의해서는 거의 변화
가 없다고 알려져 있다. Epidermal growth factor rec-
eptor 신호 전달은 일반적으로 ERK에 의해서 매개된다고 
알려져 있으므로 MUC5AC의 경우도 ERK 신호 전달을 
매개할 가능성이 매우 높은 것으로 생각된다. 실제로 최근 
보고에 따르면 oxidative stress에 의한 ligand-indepe-
ndent 한 epidermal growth factor receptor경유의 MU-
C5AC 발현 증가가 ERK의 up-stream kinase인 MEK의 
특이적 저해제인 PD98059에 의해서 저해되는 것으로 알
려져 있다.10) 또한 MUC2의 경우도 ERK 신호 전달이 관
여한다고 알려져 있다.13) 이 결과는 MUC2와 MUC5AC의 
발현은 ERK 신호 전달에 의해서 매개되는 것으로 보이며 
이는 MUC8의 신호 전달 과정과 매우 다르며 독립적인 기
전에 의해서 각기 조절되고 있음을 보여준다. 이들 유전자
들의 조절 기전이 다르다는 것은 이들 유전자들의 생리학
적 기능도 다르다는 것을 간접적으로 암시한다. 본 실험에
서 사용한 염증 매개 물질의 경우에는 ERK도 미약하게 활
성화하지만 ERK 활성이 MUC8 활성에도 직접적으로 중
요한가는 앞으로 MEK의 특이적 저해제인 PD98059를 사
용한 실험으로 조사해 보아야할 것이다. MUC8의 경우는 
MUC5AC와는 달리 주로 세포의 염증 반응 신호 전달로 잘 
알려져 있는 p38 MAP kinase의 활성이 필수적인 것으로 보
여지지만 p38 MAP kinase의 역할이 MUC2와 MUC5AC에
서의 ERK의 역할처럼 전자 인자를 조절하여 전사를 증가
시키는 역할보다는 전사 증가의 저해 역할을 한다고 생각
한다. 앞으로 MUC8 유전자의 promoter region을 이용하
여 만든 reporter construct와 여러 MAP kinase의 do-
minant-negative construct를 작성하여 cotransfection
을 통한 reporter assay를 이용하여 p38 MAP kinase 신
호 전달과 MUC8 유전자 조절의 상관관계를 좀 더 심도 
있게 연구할 수 있을 것으로 생각한다. 
 
결     론 
 
결론적으로 염증 반응에 의한 MUC8 유전자 전사 유도
는 p38 MAP kinase 신호 전달과정을 통해서 억제되며 이
에 대한 보다 심도 깊은 이해는 MUC8 유전자 전사 조절 
기전의 분자학적 이해는 물론 점액과분비 관련 질병의 이
해와 치료에 도움이 될 것으로 생각한다. 
 
중심 단어：기도 표피 세포·점액·신호전달. 
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